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NOUVEAUX VECTEURS ADENOVIRAUX RECOMBINANTS COMPRENANT UNE SEQUENCE D'EPISSAGE. 

La presente invention a pour objet un vecteur adeno- 
viral recombinant delete de tout ou partie de la region E1 et 
dans lequel Tune au moins des regions seiectionnees panni 
E2, E4, L1, L2, L3. L4 et L5 est non fonctionnelle, ledit vec- 
teur adenoviral comportant une cassette d'expression d'un 
gene dMnteret place sous le controle des elements neces- 
saires a son expression dans une cellule hote ou un orga- 
nisme hote, caracterise en ce que lesdits elements 
necessaires a I'expression comprennent au moins une se- 
quence d'epissage. Elle concerne egalement une cellule 
hote et une particule virale infectieuse comprenant un tel 
vecteur, un precede de preparation d'une telle particule ain- 
si que leur utilisation k des fins th^rapeutiques ou prophy- 
lactiques. Enfin elle a trait a une composition 
phanmaceutique renfemnant ledit vecteur adenoviral, ladite 
cellule ou ladite particule virale. 
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La presente invention concerne des vecteurs adenoviraux comportant une 
cassette d'expression d'un gene d^interet place sous le controle des elements 
necessaires a son expression et comprenant des sequences d'epissage Leur 
5 presence pemnet d'augmenter sensiblement Texpression du gene therapeutique dans 
une cellule ou un organisme bote. Elle a egalement pour objet les cellules et les 
parti cules virales infectieuses contenant ces nouveaux vecteurs ainsi Qu*une 
methode pour les preparer. L'invention presente un interet tout particulier pour des 
perspectives de therapie genique, notamment chez Thomme. 

1 0 La therapie genique se definit comme le transfeit tfinformation genetique 

dans une cellule ou un organisme bote. Le prenuer protocole applique a rhomme 
a ete initie aux Etats-Unis en septembre 1990 sur un patient genetiquement 
immunodeficient en r^son d'une mutation afTectant le gene codant pour TAdenine 
Desaminase (ADA). Le succes relatif de cette premiere experimentation a 

1 5 encourage le developpement de cette technologie pour diverses maladies aussi bien 
genetiques (dans le but de corriger le dysfonctionnement d'un gene defectueux) 
qu*acquises (maladies infectieuses, cancers...). A ITieure actuelle, la majorite des 
protocoles mettent en oeuvre des vecteurs retro^raux pour transferer et exprimer 
le gene therapeutique dans les cellules a traiter. Cependant, outre leur capacite 

20 restreinte de clonage, ils presentent deux inconvenients majeurs qui limitent leur 
utilisation systematique : d'une part, ils infectent majoritairement les cellules en 
division et d'autre part, du fait de leur integration au hasard dans le genome de la 
cellule bote, le risque de mutagenese insertionnelle n'est pas negligeable. C'est 
pourquoi. de nombreuses equipes scientifiques se sont attachees a developper 

25 d'autres types de vecteurs, parmi lesquels les adenovirus. 

Mis en evidence dans de nombreuses especes animates, les adenovirus sont 
peu pathogenes, non integratifs et se repliquent aussi bien dans les cellules en 
division que quiescentes. De plus, ils presentent un large spectre d'hote et sont 
capables d'infecter un grand nombre de types celluiaires, notamment les cellules 

30 epitheliales, endotbeliales, les myocytes, les hepatocytes, les cellules nerveuses et 
les synoviocytes. En outre, ils possedent un tropisme naturel pour les voies 
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respiratoires. Ces proprietes particulieres font des adenovirus des vecteurs de choix 
pour de nombreuses applications therapeutiques et meme vaccinates. 

D'une maniere generaJe, le genome adenoviral est constitue d*une molecule 
d*ADN lineaire et bicatenaire et d*environ 36 kb portant plus d'une trentaine de 
5 genes codant pour les proteines virales et a ses extremites deux repetitions 
inversees (designees ITR pour Inverted Terminal Repeat) et la region 
d*encapsidation. Les genes precoces necessaires a la replication virale sont repartis 
en 4 regions dispersees dans le genome (El a E4 ; E pour early en anglais) 
comportant 6 unites transcriptionnelles munies de leur propre promoteur. Les 

10 genes tardifs (LI a LS ; L pour late signifiant tardif en anglais) codant pour les 
proteines de structure, recouvrent en partie les unites de transcription precoces et 
sont, pour la plupart, transcrits a partir du promoteur majeur tardif MLP (pour 
Major Late Promoter en anglais) (voir Figure 1 ). 

Les vecteurs adenoviraux actuellement utilises dans les protocoles de 

1 S therapie genique sont des vecteurs dits de premiere generation depourvus de la 
majeure partte de la region El essentielle a la replication, afm d'eviter leur 
dissemination dans renvironnement et Torganisme hdte. La deletion de la region E3 
non essentielle permet d'accroTtre leur capacite de clonage. Les genes d'interet sont 
introdutts dans I'ADN viral a la place de Tune ou I'autre region deletee. Ces virus 

20 defectifs pour la replication peuvent etre propages dans une lignee celtulaire 
complementant la fonction El . On utilise couramment la lignee 293, etablie a partir 
de cellules de rein embryonnaire humain (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol, id, 
S9-72). La deletion de la region E3 non essentielle ne necessite pas de 
complementation particuliere. Si la faisabilite du transfert de genes en utilisant ces 

25 vecteurs de premiere generation est maintenant bien etablie, la question de leur 
innocuite reste posee. Outre les aspects de securite (risque de generer des 
panicules competentes pour la replication), se pose le probleme de leur toxicite. 
En effet, les premiers essais cliniques ont mis en evidence induction de reponses 
inflammaioires dues a I'expression des genes viraux chez Thote s*opposant a la 

30 persistance des cellules transduites et a I'expression du transgene. Ces 
inconvenients lies a la stimulation du systeme immunitaire de Thote par les epitopes 
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adenoviraux ont justifie la constaiction de vims de nouvelles generations. 

La conception d'un vecteur adenoviral repose d'une part sur le squelette 
viral at, d'autre part, sur la cassette d*expression du gene therapeutique associe a 
des elements de regulation permettant une expression optimale dans la cellule bote. 
5 Sur le premier point, les vecteurs adenoviraux de seconde generation conservent 
les regions en cis ITRs et sequences d'encapsidation et comportent des deletions 
internes importantes visant a supprimer Tessentiel des genes viraux dont 
['expression in vivo n'est pas souhaitable (voir la demande internationale 
W094/28152). Leur propagation est assuree par Tintermediaire d*un virus 
10 auxilliaire ou de lignees cellulaires complementant les fonctions defectives. Par 
exemple, on utilisera une lignee derivee de la 293 et exprimant les sequences 
adenovirales codant pour les proteines essentielles de E4 pour complementer un 
vecteur de seconde generation dont le squelette genomique est delete des regions 
E1,E3 etE4. 

1 s Pour ce qui est de la cassette d*expression, celle-ci comprend generalement 

en 5' une region promotrice dirigeant la transcription du gene situe a sa suite et, 
eventuellement en 3', une sequence de polyadenylation (polyA) qui contribue 
notamment a stabiliser le messager transcrit. Des elements additionnels peuvent 
dans certains contextes ameliorer I'expression, L'effet positif des sequences 

20 introniques sur Texpression genique a dcja ete reporte in vitro (Buchman et Berg, 
1988, Mol. Cell. Biol. 5. 4395-4405 ; Huang et Gorman, 1990, Nucleic Acid Res. 
18, 937-947), in vivo dans les animaux transgeniques (Brinster et al., 1988, Proc 
Natl. Acad. Sci. USA 55, 836-840) et plus recemment dans un contexte vecteur 
adenoviral de prenuere generation (Connelly et al., 1996, Human Gene Therapy 7, 

25 183-195). Ce document demontre que les souris traitees par un adenovirus delete 
des regions El et E3 et exprimant le facteur VIII humain produisent des niveaux 
3 a 13 fois plus eleves de facteur Vm serique lorsque I'ADN complementaire FVIII 
comporte des sequences d'epissage. 

La presente invention a pour but de mettre a la disposition du public des 

30 vecteurs adenoviraux de seconde generation plus efFicaces du point de vue de 
I'expression du gene therapeutique permettant ainsi de reduire les doses de vecteurs 
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et d'amplifier I'efFet therapeutique. On a maintenant montre que la presence de 
sequences d*epissage au sein du gene d'interet est benefique voire indispensable 
pour obtenir son expression dans un squelette vecteur adenoviral de seconde 
generation. Les niveaux d'expression des genes therapeutiques facteur IX (FIX) 
canin et interleukine-2 (IL-2) humaine, sont amplifies d'un facteur 20 a 1 SO lorsque 
la cassette d'expression inclut lesdites sequences d'epissage. alors qu'avec un 
vecteur de premiere generation le facteur d'amplification est de 2 a 3, Cctte 
amelioration importante de I'expression genique est inattendue et ne pouvait etre 
deduite de I'etat de la technique. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur adenoviral 
derivant du genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E 1 
et dans iequel Tune au moins des regions selectionnees parmi E2, E4, Ll, L2, L3, 
L4 et L5 est non fonctionnelle, ledit vecteur adenoviral comportant une cassette 
d'expression d'un gene d'interet place sous le contrdle des elements necessaires a 
son expression dans une cellule hote ou un organisme hote, caracterise en ce que 
lesdits elements necessaires a I'expression comprennent au moins une sequence 
d'epissage. 

Au sens de la presente invention, le terme vecteur adenoviral designe un 
adenovirus defectif pour la replication Gncapable de replication autonome dans une 
cellule hote) modifie par rapport a I'adenovirus parental dans la region El et au 
moins Tune des autres regions precoces autres que E3 et/ou tardives. La non 
fonctionnalite peut etre obtenue par deletion totale ou partielle d'une ou plusieurs 
des regions concemees ou par introduction de mutation(s) (deletion, addition et/ou 
substitution d'un ou plusieurs nucleotides) rendant le gene adenoviral mute defectif 
Ces modifications peuvent toucher les sequences codanies du genome viral ou non 
codantes, notamment les regions promotrices. Pour illustrer ces modes de 
realisation, on peut citer la mutation thermosensible affectant le gene DBP (pour 
DNA Binding Protein en anglais) de la region E2A (Ensinger et al., 1972, J Virol. 
10^ 328-339). Une deletion partielle peut consister en Telimination de la region E4 
a Texception des sequences codant pour les cadres de lecture ouverts (ORF) 6 et 
7, qui ne necessitent pas de complementation de la fonction E4 (Ketner et al.. 
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1989, Nucleic Acids Res. 17, 3037-3048). Une deletion totale de E4 couvre I'unite 
transcriptionnelle complete. 

On indique qu'un vecteur adenoviral selon I'invention conserve les regions 
en CIS du genome adenoviral a savoir les repetitions inversees terminales (ITR) et 
la region d'encapsidation. Leur longueur et sequence nucleotidique peuvent varier 
d'un serotype a I'autre. Cependant, elles peuvent etre aisement isolees a partir des 
donnees de la litterature. A litre indicatif, les 458 premiers nucleotides (nt) du 
genome de Tadenovirus de type 5 (Ad5) portent riRT 5* et la region 
d'encapsidation et les 103 demiers nt correspondent a I'lTR 3*. Avantageusement, 
le vecteur adenoviral sdon I'mvention comprend egalement les sequences codant 
pour la prot6ine pIX 4 moins qu'elles ne soient complementees par la lignee de 
production. Par ailleurs, U peut en outre €tre depourvu de tout ou partie de la 
region E3. Une autre alternative conaste a conserver les sequences E3 codant pour 
les polypeptides permenant I'echappement au systeme immunitaire de I'hSte, 
notamment la glycoprot«ne gpl9k (Gooding et al., 1990, Critical Review of 
Immunology /O, 53-71). Dans le cadre de la presente invention, on peut avoir 
recours aux vecteurs dits de seconde generation de l'6tat de la technique (voir par 
exemple les demandes intemationales W094/28152 et WO97/041 19). 

Un vecteur adenoviral prefere selon I'invention est choisi parmi les 
suivants : 

( 1 ) vecteur adenoviral depourvu de tout ou pattie des regions E I et E2 et, de 
maniere optionnelle, de tout ou partie de E3, 

(2) vectair adenoviral depourvu de tout ou partie des regions E 1 et E4 et, de 
maniere optionnelle, de tout ou partie de E3, 

(3) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E4 et, de 
maniere optionnelle. de tout ou partie de E3, et comportant une mutation 
non fonctionnelle dans la region E2, et 

(4) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions E 1 , E2 et E4 et. 
de maniere optionnelle de tout ou partie de E3. 

L'ori^ne du vecteur adenoviral selon I'invention, peut etre variee aussi bien 
du point de vue de I'espece que du serotype. II peut deriver du genome d'un 
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adenovinis d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou 
simienne ou encore d'un hybride comprenant des fragments de genome adenoviral 
de difFerentes origines. On peut citer plus particulierement les adenovirus CAV-1 
ou CAV-2 d'origine canine, DAV d'origine aviaire ou encore Bad de type 3 
5 d'origine bovine (Zakharchuk et al.. Arch. Virol., 1993, 128: 171-176 ; Spibey et 
Cavanagh, J. Gen. Virol., 1989, 70. 165-172 ; Jouvenne et al.. Gene, 1987, tfO: 21- 
28 ; Mittal et al.. J. Gen. Virol., 1995, 76: 93-102). Cependant, on preferera un 
vecteur adenoviral d'origine humaine derivant de preference d'un adenovirus de 
serotype C» notamment de type 2 ou 5. Par ailleurs, le vecteur adenoviral selon la 
10 presente invention peut etre genere in vitro dans Escherichia coli (E, coli) par les 
techniques de biologie moleculaire ou encore par recombinaison homologue (voir 
par exemple la demande Internationale W096/ 17070). 

Comme indique precedemment, le vecteur adenoviral selon I'invention est 
recombinant et comporte au moins une csu^sette d'expression d'un gene d'interet 
1 S place sous le controle des elements necessaires a son expression dans une cellule 
bote ou un organisme hdte. Preferentiellement, elle est inseree dans le vecteur 
adenoviral selon I'invention en remplacement d'une des regions deletees, 
notamment de El. Dans le cas ou Ton met en oeuvre plusieurs cassettes 
d'expression, elles peuvent etre inserees au meme endroit ou a des endroits 
20 differents du genome viral, utiliser les memes elements de regulation ou des 
elements differents et, eventuellement, etre en orientation reverse les unes par 
rapport aux autres afm de minimiser les phenomenes d'interference au niveau de 
I'expression genique. 

La caracteristique essentielle de Tune au moins des cassettes d'expression 
25 mises en oeuvre dans le cadre de la presente invention, est de comprendre au moins 
une sequence d'epissage. Le terme "sequence d'epissage" designe une sequence 
habituetiement active dans I'epissage d'une sequence intervenante (ivs) situee entre 
deux points d'epissage, presente dans un gene nucleaire entre deux exons et absente 
de TARN messager (ARNm) correspondant. Les exons sont les segments de 
30 sequence qui constituent I'ARNm. lis peuvent etre codants ou non-codants, 
notamment ceux localises aux extremites 5' et 3'. Les points d'epissage representent 
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les points frontieres entre exon et ivs, le point donneur etant au debut de I'ivs et le 
point accepteur a la fin. Ladite sequence d'epissage comprend au moins les 
sequences situees directement en 3' du point donneur et en 5' du point accepteur 
d'epissage et eventuellement une sequence de taille quelconque les separant. EUe 
peut egalement comporter a I'une ou I'autre ou ses deux extremites des sequences 
supplementaires. On mettra de preference en oeuvre des sequences exoniques, non 
codantes, intervenant directement dans le processus d'epissage et comprenant les 
sequences directement en 5' du point donneur et en 3' du point donneur d'epissage. 
Ce mode de realisation est particulierement avantageux avec un gene d'interet de 
type ADN complementaire (ADNc). Les sequences intervenant directement dans 
I'epissage (sites d'epissage recouvrant la jonction exon-ivs) sont relativement bien 
conservees dans revolution et les consensus divulgues dans la plupart des ouvrages 
de base traitant de I'expression des genes eucaiyotes (par exemple dans Watson et 
al.. 1989. in Molecular Biology of the Gene. 4 ed. p 683-742 , 
Benjamin/Cummings Publishing Company Inc.. Menlo Park, Califomie). 
Notamment. les sequences GT et AG situees respectivement en aval et en amont 
des points d'epissage 5' (donneur) et 3* (accepteur) sont quasi invariables. 

Dans le cadre de la presente invention, on peut envisager d'avoir recours 
a toute sequence d'epissage derivant d'un gene quelconque, notamment d'un gene 
nucleaire transcrit par une ARN polym&ase H. n est connu que de nombreux gfenes 
eucaryotes sont constitues par une succession d'exons et d'introns. On peut citer 
par exemple les sequences d'epissage derivant des genes ovalbumine. a et P- 
globine. collagene. apolipoproteine B. facteur VIII et facteur IX de mammiferes. 
Les sequences d'epissage susceptibles d'Stre mis en oeuvre dans la presente 
invention peuvent avoir des longueurs et des sequences bien differentes et peuvent 
etre homologues ou heterologues au gene d'interet. Us peut s'agir d'une sequence 
d'epissage native telle que trouvee dans la nature. On peut aussi employer une 
sequence d'epissage modifiee. notamment par la suppression d'une ou plusieurs 
sequences non actives dans le processus d'epissage, dans le but de reduire sa taille 
ou d'eliminer des sequences repetees pouvant conduire a des phenomenes de 
recombinaison ou des sequences de regulation susceptibles de perturber 
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I'expression du gene d'interet. On peut envisager d'utiliser una sequence d*epissage 
chimere formee de sequences d'origines diverses. Pour illustrer cet aspect, Tintron 
chimere peut etre forme des parties 5* et 3* de deux introns difFerents ou etre muni 
d'un site donneur d'epissage ei/ou d'un site accepteur d'epissage heterologue. II est 
5 egalement possible d'avoir recours a une sequence d'epissage synthetique con9u a 
partir des sites d'epissage consensus. Une sequence d'epissage preferee selon 
rinvention derive du second intron du gene P-globine de lapin (Green et al,. 1988, 
Nucleic Acid Res. J 6, 369 ; Karasuyama et al., 1989, J. Exp. Med. 169, 13-25), 
ou de celle trouvee dans le plasmide pCI (Promega Corp, pCI mammalian 

10 expression vector El 73 1) comprenant le site donneur d'epissage de Tintron 1 du 
gene P-globine humaine ainsi que le point de branchement et le site accepteur 
d'epissage du gene d'une immunoglobine de souris. 

Conformements aux buts poursuivis par la presente invention, la cassette 
d'expression peut comporter une ou plusieurs sequences d'epissage inserees au sein 

1 S d'un ou plusieurs genes d'interet de type genomique, minigene (type mixte entre 
genomique et ADNc) ou encore ADNc (depourvu d'intron) portes par ladite 
cassette. Le site d'insertion preferentiel de la sequence d'epissage au sein du gene 
d'interet est entre le premier exon et le second exon. Lorsque le gene d'interet est 
de type ADNc.on aura de preference recours a une sequence d'epissage munie de 

20 court es sequences exoniques pouvant etre inseree en S' ou en 3' de I'ADNc. Le 
gene d'interet peut etre homologue ou heterologue a la cellule bote et coder pour 
un ARN antisens, un ribozyme ou un polypeptide d'interet de localisation nucleaire, 
cytoplasmique, membranaire ou secrete, peut s'agir d'un polypeptide natif tel que 
trouve dans la nature, d'un fragment fonctionnel, d'un mutant presentant des 

25 proprietes biologiques ameliorees et/ou modifiees ou encore d'une chimere 
provenant de la fusion de sequences d'origines diverses. Le gene d'interet peut etre 
obtenu par synthese chimique ou par clonage (criblage de banque d'ADN a I'aide 
de sondes appropriees, PCR . ) et peut etre modifie par les techniques 
conventtonnelles de biologic moleculaire. 

30 Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux d'utiliser un 

gene d'interet codant pour une cytokine (interferon a, P ou y> interleukine (IL), 
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notamment riL-2, riL-6, TIL- 10 ou encore TIL- 12, un facteur necrosant des 
tumeurs (TNF), un facteur stimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF...), 
un recepteur cellulaire (notamment reconnu par le vims HIV), un ligand de 
recepteur. un facteur de coagulation, une hormone de croissance, une enzyme 
5 (urease, renine, thrombine...), inhibiteur d'enzyme (a 1-antitrypsine, 
antithrombine III. inhibiteurs de proteases virales . .), un antigene du complexe 
majeur d'histocompatibilite de classe I ou II ou un polypeptide agissant sur 
Texpresston des genes correspondants, un polypeptide capable d'inhiber une 
infection virale, bacterienne ou parasitaire ou son developpement, un polypeptide 

10 marqueur (p-galactosidase, luciferase,,..) ou tout autre gene dinteret ayant un efFet 
therapeuttque pour TafiTection ciblee. Plus precisemment, dans le but de traiter un 
dysfonctionnement hereditaire, on utilisera une copie fonctionnelle du gene 
defectueux, par exemple un gene codant pour le facteur VIII ou IX dans ie cadre 
de lliemophiKe A ou B, la dystrophine dans le cadre des myopathies de Duchenne 

15 et Becker, Tinsuline dans le cadre du diabete, la proteine CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator) dans le cadre de la mucoviscidose. 
S*agissant d'inhiber initiation ou la progression de tumeurs ou cancers, on mettra 
de preference en oeuvre un gene dinteret codant pour un ARN anti-sens, un 
ribozyme, un produit cytotoxique (thymidine kinase de virus simplex de Therpes 1 

20 (TK-HSV- 1), ricine, toxine cholerique, diphterique ). un anticorps, un inhibiteur 

de la division cellulaire ou des signaux de transduction, un produit d'expression 
d'un gene suppresseur de tumeur (p53, Rb....), un polypeptide stimulateur du 
systeme immunitaire, un antigene associe a une tumeur (MUC-1, BRCA-1, 
antigenes precoces ou tardifs (E6, E7, L 1 , L2. . .) d'un virus a papillome HP V. . . .), 

25 eventuellement en combinaisori avec un gene de cytokine. Enfin, dans le cadre 
d'une therapie anti-HIV, on peut avoir recours a un gene codant pour un 
polypeptide immunoprotecteur, un epitope antigenique, un anticorps (2F5; 
Buchacher et al , 1992, Vaccines 92. 191-195), le domaine extracellulaire du 
recepteur CD4 (sCD4 ; Traunecker et al., 1988, Nature 337, 84-86) une 

30 immunoadhesine (par exemple un hybride CD4-immunoglobuline IgG ; Capon et 
al., 1989, Nature 537. 525-531 ; Bym et al., 1990, Nature 344, 667-670), une 
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immunotoxine (par exemple fusion de I'anticorps 2F5 ou de rimmunoadhesine 
CD4-2F5 a Tangiogenine ; Karachi et al., 1985, Biochemistry 24, 5494-5499). un 
variant trans-dominant, un produit cytotoxique tel que Tun de ceux mentionne ci- 
dessus ou encore un IFNa ou p. 
5 Par ailleurs, la cassette d'expression en usage dans la presente invention 

peut egaiement comprendre un gene de selection permettant de selectionner ou 
identifier les cellules transfectees. On peut citer les genes neo (codant pour la 
neomycine phosphotransferase) conferant une resistance a Tantibiotique G41 8, dhfr 
(Dihydrofolate Reductase), CAT (Chloramphenicol Acetyl transferase), pac 
1 0 (Puromycine Ac^l-Transferase) ou encore gpt pCanthine Guanine Phosphoribosyl 
Transferase). D^une maniere generale, les genes de selection sont connus de 
i'homme de Tart. 

La locution **elements necessaires a I'expression" designe les elements 
genetiques permettant la transcription d'un gene d'interet en ARN et la traduction 

IS d'un ARNm en polypeptide. Parmi ceux-ct, le promoteur revet une importance 
particuliere. II peut etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou meme 
virale et peut etre constitutif ou regulable. Altemativement, il peut s'agir du 
promoteur naturel du gene en question. Par ailleurs, il peut etre modifie de maniere 
a ameliorer I'activite promotrice, supprimer une region inhibitrice de la 

20 transcription, rendre un promoteur constitutif regulable ou vice versa, introduire 
un site de restriction.... On peut mentionner, a titre d'exemples, les promoteurs 
viraux CMV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), du gene TK du virus 
HSV-1, precoce du virus SV40 (Simian Virus 40), adenoviral ML? ou encore les 
promoteurs eucaryotes des genes PGK (Phospho Glycerate kinase), al- 

25 antitrypsine, CFTR, surfactant (poumon-specifique), immunoglobuline 
(lymphocyte-specifique), actine (muscle-specifique) ou encore SRa (hybride entre 
rorigine de SV40 et le LTR de HTLV-I ; Takebe et a!., 1988, Mol. Cell. Biol. 8, 
466-472). Lorsque la cassette d'expression en usage dans la presente invention 
comprend plusteurs genes dlnteret, coix-ci peuvent etre places sous le controle des 

30 memes elements genetiques (cassette polycistronique utilisant un site interne 
d'initiation de la traduction de type IRES pour reinitier la traduction du second 
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cistron) ou d'elements independants. 

Bien entendu. la cassette peut en outre comprendre des elements 
additionnels ameliorant I'expression du gene d'interet (sequence signal, sequence 
de localisation nucleaire. sequence de polyadenylation, IRES, leader tripartite....) 
ou encore le maintien dans la cellule bote (origine de replication ...). De tels 
616ments sont connus de rhomnne de I'art. Une sequence de polyadenylation 
preferee derive du vims SV4Q ou encore du gene p-globine de lapin. 

Un modede realisation particulierennent avantageux consiste en un vecteur 
adenoviral dont le genome est delet6 des regions El. E3 ct E4 dans lequel est 
inseree a la place de la region El. une cassette d'expression comportant le 
promoteur CMV, la sequence d'epissage synthetique isolee du plasmide pCI, 
I'ADNc codant pour nL-2 humaine et le polyA du virus SV40. Une autre variante 
interessante est fouroie par un vecteur adenoviral de squelette genomique similaire 
(deletion El, E3 et E4) comprenaitt une cassette d'expression formee du promoteur 
RSV suivi des sequences d'epissage comprenant I'intron 2 du gene p-globine de 
lapin. de I'ADNc du facteur IX canin et du poly A du gene p-globine de lapin. 

L'invention a egalement trait a une particule virale infectieuse ainsi qu'a une 
cellule bote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon l'invention. Ladite 
cellule bote est avantageusement une cellule de mammifere et. de preference, une 
cellule humaine et peut comprendre ledit vecteur sous forme integree ou non dans 
le genome. II peut s'agir d'une cellule primaire ou tumorale d'une origine 
hematopoietique (cellule souche totipotente. leucocyte, lymphocyte, monocyte ou 
macrophage .), musculaire (cellule satellite, myocyte, myoblaste ...), hepatique, 
pulmonaire. tracheale, epitheliale ou fibroblaste. Une particule virale infectieuse 
selon l'invention est preparee selon toute technique conventionnelle dans le 
domaine de I'art (Graham et Prevect. \99\, supra). Plus precisemment. le vecteur 
adenoviral selon l'invention est propage dans une lignee de complementation 
capable de foumir en trans les fonctions defectueuses afin de produire les 
polypeptides necessaires a la constitution des particules virales infectieuses. On 
aura notamment recours aux lignees decrites dans la demande internationale 
WO 97/041 19 pour une double complementation. On peut ^ement employer une 
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lignee cellulaire appropriee. comme ia lignee 293 pour complementer la fonction 
El (Graham et al., 1977, siipra) et un virus auxilliaire pour complementer le reste 
des fonctions defectives. 

L'invention conceme egalement un procede de preparation d'une particule 
virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral selon Tinvention. selon lequel : 

(i) on introduit ledit vecteur adenoviral selon I'invention dans une 
cellule de complementation capable de complementer en trans ledit 
vecteur, de maniere a obtenir une cellule de complementation 
transfectee, 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse, et 

(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 

Bten entendu, la particule virale infectieuse peut etre recuperee du 
sumageant de culture mais egalement des cellules. Une des methodes couramment 
employee consiste a lyser les cellules par des cycles consecutifs de 
congelation/decongelation pour recueillir les virions dans le sumageant de lyse. 
Ceux-ci peuvent etre amplifies et purifies selon les techniques de Tart (procede 
chromatographique, ultracentrifligation notamment a travers un gradient de 
chlorure de cesium ...). 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique, un vecteur adenoviral, 
une particule virale infectieuse ou une cellule bote eucaryote selon l'invention en 
association avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. La 
composition selon Tinvention est, en particulier, destinee au traitement preventif ou 
curatif de maladies genetiques (hemophilic, diabete, mucoviscidose, myopathie de 
Duchenne ou de Becker...), de cancers et tumeurs, de maladies virales (I'hepatite 
B ou C, SID A, infections herpetiques....). 

Une composition pharmaceutique selon l'invention peut etre fabriquee de 
maniere conventionneile en vue d'une administration par voie locale, parenterale 
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ou digestive En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efFicace de 
I'agent therapeutique ou prophylactique a un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. Les voies d'administration envisageables sont multiples. On peut 
citer par example la voie intragastrique, sous-cutanee. intracardiaque, 
5 intramusculaire, intraveineuse, intraperitoneale, intratumorale, intranasale, 
intrapulmonaire ou intratracheal^ Pour ces trois derniers modes de realisation, une 
« jj^inislration par aerosol ou instillation est avantageuse. L'administration peut 
avoir lieu en dose unique ou repetee, une ou plusieurs fois apres un certain delai 
tfintervalle. La voie d'administration et le dosage appropries varient en fonction de 
10 divers parametres, par example, de Tindividu ou de la maladie a trailer ou encore 
du ou das gene(s) tf interet a transferer. En particulier, les particules virales selon 
I'invention pcuvcnt etre fomnulees sous forme de doses comprises entrc 10* et lO'"* 
u^ (unites formant des plages), avantageusamant 10* et 10*^ ufp et, de preference, 
10^ et 10*^ ufp. La formulation peut egalement inclure un diluant, un adjuvant ou 
1 5 un excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Enfin, la presente invention est relative a I'usage therapeutique ou 
prophylactique d'un vecteur adenoviral, d'une parttcule virale infectieuse ou d'une 
cellule bote eucaryote selon I'invention pour la preparation d'un medicament destine 
au traitamant du corps humain ou animal par therapie genique. Selon une premiere 
20 possibilite, le medicament peut etre administre directement in vivo (par example 
par injection intraveineuse, intramusculsure, dans une tumaur accessible, dans les 
poumons par aerosol On peut egalement adopter I'approche ex vivo qui consiste 
a prelever des cellules du patient (cellules souchas da la moalla ossause, 
lymphocytes du sang peripherique ..). de les transfecter ou infect er in vitro selon 
25 les techniques de Tart et de les readminister au patient. 

Enfin la presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un vecteur 
adenoviral selon I'invention, pour ameliorer I'expression d'un gene d'interet d'un 
facteur au moins 20, avantageusement d'au moins 50 et, de preference d'au moins 
100 dans une cellule ou un organisme bote. Le niveau d'amelioration peut etre 
30 facilement determine en comparant I'expression du gene d'interet en presence et en 
absence de ladita sequence d'epissaga dans un contaxte adenoviral donne. 
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L'invention s'etend egalement a une methode de traitement selon laquelle on 
administre une quantite therapeutiquement efflcace d'un vecteur adenoviral, d'une 
panicule virale ou d'une cellule bote eucaryote selon Tinvention a un patient ayant 
besoin d'un tel traitement. 

5 

La Figure 1 est une representation schematique du genome de I'adenovirxis humain 
de type 5 (represente en unites arbitraires de 0 a 100) indiquant remplacement des 
difTerents genes. 

10 EXEMPLES 

La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les 
examples suivants. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques 
1 S generates de genie genetique et de cionage moleculaire, detaillees dans Maniatis et 
al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit 
commercial. Les etapes de recombinaison homologue sont de preference realisees 
dans la souche E. coli BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 766, 557-580). 
20 S'agissant de la reparation des sites de restriction, la technique employee consiste 
en un remplissage des extremites 5* protuberantes a I'aide du grand fragment de 
I'ADN polymerase I coli (Klenow). Les techniques d'amplification par PCR 
(Polymerase Chain Reaction) sont connues de Thomme de Tart (voir par exemple 
PCR Protocols - A Guide to Methods and Applications, 1990, edite par Innis, 
25 Gelfand, Sninsky et White, Academic Press Inc). Par ailleurs, les fragments de 
genome adenoviral employes dans les difFerentes constructions decrites ci-apres, 
sont indiques precisement selon leur position dans la sequence nucleotidique du 
genome de TAdS telle que divulguee dans la banque de donnees Genebank sous la 
reference M73260. 

30 En ce qui concerne la biologic cellulaire, les cellules sont transfectees ou 

transduites et cultivees selon les techniques standards bien connues de I'homme du 
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metier. Dans les exemples qui suivent, on a recours aux lignees cellulaires 293 
(Graham et al, 1977, sttpra ; disponible a TATCC sous la reference CRL1573), 
LCA-1 (correspondant au clone 5606#5-38 decrit a I'exemple 3 de la demande 
WO94/041 19) et A549 d'origine epitheliale et derivant d*un carcinome pulmonaire 
(ATCC CCL-185). U est entendu que d'autres lignees cellulaires peuvent etre 
utilisees. 

FXFJVfPLE 1 : rnnstniction du vecteur adenoviral AdTG621 5 CXPrimant k 
gf>ne rie rinterleulcine 2 humaine. 

On isole du plasmide pCI (Promega) le fragment BgHl-BamiU portant le 
promotcur CMV, la sequence d'epissage, un site multiple de clonage (MCS) et la 
sequence polyA du virus SV40, lequel est insere dans un plasmide conventionnel. 
Les sequences ADNc codant pour riL-2 humaine (Taniguchi et al., 1983, Nature 
302, 305-3 1 1) sont isolees sous forme d'un fragment XhoUEcoW. (eventuellement 
par PGR) et introduites au niveau du MCS. La cassette est donee en lieu et place 
de la region adenovirale El dans un vecteur de transfert adenoviral, pour donner 
pTG6601. Le vecteur de transfert comporte les nt 1 a 458 et 3329 a 624 1 de rAd5 
dans un plasmide ppolyll. On genere pTG6215 par recombinaison homologue 
entre le fragment Pacl-BsiEll isole de pTG6601 et le vecteur pTG8595 (Chartier 
et al., 1996, J. Virol. 70, 4805-4810) linearise par C/aL Le vecteur adenoviral 
pTG621 5 contient le genome Ad5 depourvu des regions El (nt 459 a 3327), E3 
(nt 28592 a 30470) et E4 (nt 32994 a 34998) et la cassette "promoteur CMV- 
sequence d'epissage de pCI-ADNc IL-2 et pA SV40" inseree a la place des 
sequences adenovirales E 1 . 

A titre de temoin, on genere le vecteur pTG6692 en deletant les sequences 
d'epissage du bloc d'expression isole de pCI par digestion Psil et religation. Le 
clonage de I'ADNc IL-2 et I'insertion de la cassette "sans intron" au sein du 
genome adenoviral sont realises comme indique ci-dessus. 

Enfin, il est utile de comparer TefFet des sequences d'epissage dans un 
contexte vecteur adenoviral de premiere generation. Pour ce faire, le vecteur 
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pTG6624 est construit par recombinaison homologue entre le fragment Pac\- 
BstEW isole de pTG6601 et le vecteur pTG4656 linearise par Clal Ce dernier est 
equivalent a pTG8595 a la difference qu*il porte une region E4 integre, de sorte 
que la construction finale pTG6624 correspond au genome Ad5 delete des regions 
5 EI (nt 459 a 3327) et E3 (nt 28592 a 30470) avec la cassette "promoteur CMV- 
sequence d'epissage de pCI-ADNc IL-2 et pA SV40" inseree a la place de EI . Le 
vecteur "sans intron" de premiere generation designe pTG6229, resulte de la 
deletion des sequences d'epissage par digestion Pstl et du clonage de la cassette 
sans intron dans le genome adenoviral par recombinaison homologue avec le 

10 vecteur pTG4656. 

Les adenovirus AdTG6215 et AdTG6692 sont obtenus par transfection du 
fragment Pad isole des vecteurs correspondants dans les cellules LCAl par la 
technique au phosphate de calcium. Les virions de premiere generation AdTG6624 
et AdTG6229 sont produtts dans la iignee 293. Les virus sont isoles, propages et 

15 purifies dans les conditions habituelles. 

Les cellules humaines A549 sont mises en culture puis infectees a confluence 
par les virions precedents en respectant une multiplicite d'infection d'environ 100. 
Les quantites d'IL-2 secretees dans les sumageants de culture recuperes 48 h apres 
rinfection, sont determinees par ELISA (trousse Quantikine hIL-2, R&D System, 

20 Minneapolis). Dans un contexte vecteur adenoviral de seconde generation (E I \ E3~ 
et E4'), riL*2 est produite en des quantites 100 a 1 SO fois plus elevees lorsque les 
virions portent une cassette d'expression munie d'un intron (AdTG6215) que 
iorsqu'ils en sont depourvois (AdTG6692). Ces dernier synthetisent des niveaux 
dTL-2 tres faibles qui ne permettent pas d'envisager leur utilisation therapeutique. 

25 En comparaison, le facteur d'amplification dans un contexte de virus de premiere 
generation (ET, E3") est de 2,5. 

EXEMPLE 2 : Construction du vecteur adenoviral AdTG9378 exprimant le 

gene wdam pQ»r k factwr KX canin. 

30 

Dans un premier temps, on reconstitue la cassette recombinante constituee 
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du promoteur RSV, de la sequence d'epissage du second intron du gene P-globine 
de lapin placee en 5* de I'ADNc du FIX canin suivi du poly A du gene p-globine de 
lapin. Les sequences d'epissage et polyA p-globine sont excisees du vecteur 
pBCMGNeo (Karasuyama et al., 1989, supra) par digestion Sali-BamVil et donees 
en aval du promoteur RSV porte par le fragment Sall-Bam\l\ isole du vecteur 
pREP4 (Invitrogen V004-50). Puis on insere en aval des sequences d'epissage, 
rADNc codant pour le FIX canin dont la sequence est decrite dans Evans et al. 
(1989, Blood 74, 207-212). Uunite de transcription est placee dans un vecteur de 
transfert qui contient les sequences Ad5 1 a 458 et 3328 a 5778, pour donner 
pTG9350. Le vecteur adenoviral pTG9378 est obtenu par recombinaison 
homologue entre le fragment Pacl-Bgtl isole de pTG9350 et le vecteur pTG8595 
(Chartier et al., 1996. sttpra) linearise par Cla\ II contient le genome Ad5 
depourvu des r^ons El (nt 459 a 3327), E3 (nt 28592 a 30470) et E4 (nt 32994 
a 34998) et la cassette FIX indiquee ci-dessus inseree en lieu et place de El . 

Comme precedemment , on construit un temoin designe pTG5666 dont 
I'ossature adenovirale correspond a un vecteur de seconde generation mais dans 
lequel la cassette FIX est depourvue de sequences d'epissage, par digestion Pstl. 

De meme, on construit deux vecteurs de premiere generation pTG9370 et 
pTG9383 differant respectivement par la presence ou non de I'intron 2p-globine 
dans la cassette FIX. Le premier est obtenu par recombinaison homologue entre 
le fragment PacUBgll isole de pTG9350 et le vecteur pTG4656 delete des regions 
EI (nt 459 a 3327) et E3 (28592 a 30470), linearise par C/al. Le second resulte 
de la recombinaison entre le fragment PacVBgH depourvu d'intron et pTG4656. 

Les particules virales sont generees par transfection des fragments Pad des 
plasmides precedents dans les lignees 293 (AdTG9370 et AdTG9383) ou LCAl 
(AdTG9378 et AdTG5666). Les virus sont isoles, propages et purifies dans les 
conditions habituelles. Les cellules cibles A549 sont mises en culture puis, une fois 
a confluence, infectees par les virions precedents en respectant une multiplicite 
d'infection d^environ 100. Les quantites de FIX canins secretees dans les 
sumageants de culture recuperes 48 h apres Vinfection sont determinees par ELISA 
(voir par exemple Axelrod et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 5173- 
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5177 ; Roman et al., 1992. Somat. Cell Mol. Genet. J8, 247-258 ; Miyanohara et 
al.. 1992, New Biol. < 238-246 ; Lozier et al., 1994, JAMA 27/. 47-5 1). Un test 
particulierement approprie utilise a titre d*anticorp$ de capture, le monoclonal 
FXC008 (Bajaj ei al , 1985, J. Biol. Chem. 260^ 1 1574-1 1580) a raison de 200 
5 ng par puits et a titre d'anticorps de detection, un anticorps de lapin specifique du 
FIX humain (STAGO) couple a la peroxydase. La secretion de FIX canin dans les 
cellules A549 infectees par les virus de seconde generation est 20 fois plus elevee 
lorsque la cassette comporte des sequences d'epissage (AdTG9378) que lorsqu'elle 
en est depourvue (AdTG5666). Lorsque la transduction met en oeuvre des 
10 vecteurs de premiere generation, Teffet benefique de I'intron est moins marque 
(facteur d'amplification d'environ 2,5). 
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fiyx/y^nHications 

1. Vecteur adenoviral derivant du genome d'un adenovirus par deletion de tout 
ou partie de la region El et dans lequel Tune au moins des regions 
selectionnees parmi E2. E4. LI. L2, L3. L4 et L5 est non fonctionnelle. ledil 
vecteur adenoviral comportant une cassette d'expression d'un gene d'interet 
place sous le controle des elements necessaires a son expression dans une 
cellule bote ou un organisme bote, caracterise en ce que lesdits elements 
necessaires a Texpression comprennent au moins une sequence d'epissage. 

2. Vecteur adenoviral selon la revendication 1. caracterise en ce que ladite 
sequence d'epissage est bomologue audit gene d'interet. 

3. Vecteur adenoviral selon la revendication I ou 2. caracterise en ce que ladite 
1 5 sequence d'epissage est heterologue audit gene d'interet. 

4. Vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a 3. caracterise en ce que 
ladite sequence d'epissage est munie d'un site donneur d'epissage et/ou d'un site 
accepteur d'epissage heterologue a ladite sequence d'epissage. 



10 



20 



25 



Vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a 4. caracterise en ce que 
ladite sequence d'epissage derive d'un gene nucleaire eucaiyote et notamment 
du gene ovalbumine, o ou p-globine, coUagene, apolipoproteine B, factcur 
VUI ou facteur IX de mammiferes ou d'une sequence d'epissage synthetique. 



6 Vecteur adenoviral selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite 
sequence d'epissage derive de I'intron 2 du gene p-globine de lapin ou d'une 
sequence d'epissage comprenant le site donneur d'epissage de I'intron 1 du gene 
p-globine humaine ainsi que le point de branchement et le site accepteur 
30 d'epissage du gene d'une immunoglobine de souris. 
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7. Vecteur adenoviral selon fune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
ladite sequence d'epissage est inseree dans ladite cassette d'expression enlre le 
premier exon el le second exon du gene d'interet. 

8. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
ladite sequence d'epissage comprend a Tune et Tautre de ses extremites une 
sequence exonique et est inseree dans ladite cassette d'expression en 5' ou 3' 
du gene d'interet, celui-ct etant de type ADNc. 

9. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il 
est en outre depourvu de tout ou partie de la region E3. 

10. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 9, selectionne parmi le 
groupe suivant : 

( 1 ) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E2 
et, de maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(2) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E4 
et, de maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3. 

(3) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E4 
et, de maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, et 
comportant une mutation non fonctionnelle dans la region E2, et 

(4) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El, E2 
et E4 et, de maniere optionnelle de tout ou partie de la region E3. 

1 1- Vecteur adenoviral selon Tune des revendications I a 10, caracterise en ce qu'il 
derive du genome d*un adenovirus d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, 
murine, ovine, porcine ou simienne ou encore d'un hybride comprenant des 
fragments de genome adenoviral de differentes origines. 

12. Vecteur adenoviral selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il derive du 
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genome d'un adenovirus humain de type 5. 

13. Vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce que 
le gene d'interet code pour un ARN antisens. un ribosyme ou un polypeptide 

5 d'interet therapeutique selectionne parmi une cytokine, un recepteur cellulaire. 

un ligand, un fecteur de coagulation, la proteine CFTR. Tinsuline. la 
dystrophine, une hormone de croissance, une enzyme, un inhibiteur d'enzyme, 
un polypeptide a effet anti-tumoral, un polypeptide capable d'inhiber une 
infection bacterienne. parasitaire ou virale et, notamment le HIV, un anticorps. 

1 0 une toMne. une immunotoxine et un marqueur. 

14. Vecteur adenoviral selon IHine des revendications 1 a 13. caracterise en ce que 
lesdits elements necessaires a I'expression dudit gene d'interet dans une cellule 
ou un organisme bote comprennent un promoteur, notamment selectionne 

1 5 parmi les promoteurs MLP (Major Late Promoter). PGK (Phospho Glycdrate 

Kinase). RSV (Rous sarcoma Virus), SRa et CMV (Cytomegalovirus). 

15. Vecteur adenoviral sdon I'une des revendications 1 a 14. caracterise en ce que 
lesdits elements necessaires a I'expression dudit gene d'interet dans une cellule 

20 ou un organisme bote comprennent une sequence de polyadenylation. 

notamment derivee du virus SV40 ou du gene p-globine de lapin. 

16 Particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral selon I'une des 
revendications 1 a 15. 

25 

17 Cellule bote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon I'une des 
revendications 1 a 1 5 ou infcctce par une particule virale infectieuse selon la 
revendication 16. 

30 1 8. Precede de preparation d'une particule virale infectieuse selon la revendication 
1 6, selon lequel : 
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(i) on introduit un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 
a IS dans une cellule de complementation capable de 
conq>lementer en trans ledit vecteur adenoviral pour obtenir une 
cellule de complementation transfectee ; 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse ; et 

(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 

19. Composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique un vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a 15, 
une particule virale infectieuse selon la revendication 16 ou obtenue en 
mettant en oeuvre un procede de preparation selon la revendication 1 8 ou une 
cellule bote eucaryote selon la revendication 17, en association avec un 
support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

20. Utilisation therapwtique ou prophylactique d'un vecteur adenoviral selon I'une 
des revendications 1 a IS, d'une panicule virale infectieuse selon la 
revendication 16 ou obtenue en mettant en oeuvre un procede de preparation 
selon la revendication 18 ou d'une cellule hote eucaryote selon la 
revendication 17, pour la preparation d'un m^icament destine au traitement 
du corps humain ou animal par therapie genique. 

21. Utilisation d'un vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a IS, pour 
ameliorer I'expression dVm gene d'interet d'un facteur au moins 20, 
avantageusement d'au moins SO et, de preference d'au moins 100 dans une 
cellule ou un organisme bote non humain et non animal. 
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